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[摘 要 ] 目的 构建人死亡受体 5( death receptor 5, DR5)全长基因真核细胞表达载体 pcDNA3. 1 /DR5, pcDNA3. 1 /
GFP /DR5,并观察其转染胶质瘤细胞 U138的效果。方法 通过重叠 PCR 获得 DR5全长编码序列, 构建 pcDNA3. 1 /GFP /
DR5, pcDNA3. 1 /DR5表达载体,利用脂质体转染试剂盒, 分别将 2种质粒 pcDNA3. 1 /GFP /DR5、pcDNA3. 1 /GFP共转染胶质
瘤细胞 U138, 转染后 72 h, 半定量逆转录聚合酶链反应 ( RT-PCR ) 检测 DR5mRNA 的表达, 流式细胞术检测 DR5的表达强
度、检测 An t-i DR5对胶质瘤细胞 U138生长的影响。结果 获得了 DR5全长编码序列, 成功瞬时转染 U138, RT-PCR、流式细
胞术检测结果表明, 转染后 U138细胞 DR5mRNA、蛋白水平的表达明显增加, Ant-i DR5可以明显抑制 U138细胞的生长。结
论 获得了 DR5全长编码序列,探索到成功转染 DR5的最佳方法,为稳定筛选高表达 DR5的 U138细胞提供依据。
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Construction of fu l-l length DR5 gene and its transfection into glioma cell line
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[ Abstract] Objective To construct tw o eukaryotic express ion vectors of hum an DR5 full length gene wh ich nam ed pcDNA3. 1 /
DR5 and pcDNA3. 1 /GFP /DR5, and obse rve the transfection effic iency a fter transfecting them into g liom a cell line U138.
M ethods Ful-l leng th DR5 gene w as constructed by us ing overlapping PCR techniques, for constructing recom binant p lasm ids of
pcDNA3. 1 /DR5 and pcDNA3. 1 /GFP /DR5. U tilizing lipo som e transfection, pcDNA3. 1 /DR5 and pcDNA3. 1 /GFP /DR5 recomb inant
w ere transduced into U138, respectively. The leve ls of DR5mRNA w ere determ ined 72 h po st transfection by relative quantitative RT-
PCR, wh ile the expressions o f DR5 in U138 cell w ere detected by flow cy tom etry m ethod. R esu lts The fu l-l leng th DR5 gene w as
constructed successfu lly. The eukaryo tic expression vectors pcDNA3. 1 /DR5 and pcDNA3. 1 /GFP /DR5 w ere transfected into U138,
respectively. The expression lev els of DR5 mRNA and prote in w ere s ignificantly increased a fter transfection. An t-i DR5 cou ld induce
U138 apop to sis obv iously. Conclusion The optim ized transfection m ethod o f DR5 gene would prov ide the basis for stab ly screening
h igh- leve l expression of DR5 in U138 cells.
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因子相关凋亡诱导配体 ( TNF - related apoptosis






























染胶质瘤细胞 U138, 这将为进一步研究死亡受体 5
的功能奠定基础。
1 材料与方法
1. 1 实验材料 感受菌 E. coli DH 5 菌株、重组质
粒 pcDNA3. 1 / DR5( DR5包外段 )由本室保存,质粒
pcDNA3. 1 /GFP由吉林大学李桂英博士惠赠。引物
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由上海生工公司合成。限制性内切酶、T4 DNA连接





1. 2 DR5全长基因的获得 从 NCB I上查得 DR5
cDNA胞内段序列, 将其分成 9个长引物片段分别
合成,每对引物有 12个碱基互补,通过重叠 PCR拼
接到 DR5胞外段序列,引入 N co 和 Xho 酶切
位点。反应条件均为: 95 变性 40 s, 58 退火
45 s, 72 延伸 1m in,循环数 为 30(表 1)。
1. 3 DR5表达载体的构建 PCR扩增产物及质粒
分别用限制性内切酶 N co 和 Xho 消化, 胶回
收。在 T 4 DNA连接酶催化下, 将 DR5全长基因克
隆至质粒 pcDNA3. 1、pcDNA3. 1 /GFP中, 构建成重
组质粒 pcDNA3. 1 /DR5、pcDNA 3. 1 / DR5 /GFP,转化
E. coli DH5 。重组子进行菌液 PCR 鉴定、酶切鉴
定,阳性克隆送上海博亚公司测序。
1. 4 细胞培养及转染 以 pcDNA 3. 1 /GFP/DR5作




基因转染至胶质瘤细胞 U 138。空 pcDNA3. 1 /GFP
质粒转染作为对照。U138细胞用 DMEM 培养基 (
含 10%胎牛血清、100 g /mL青霉素及 100 g /mL
链霉素 ) 于 37 , 5% CO 2孵箱内培养, 当细胞生




有 80% ~ 90% 汇合度。转染期间使用无抗生素的
培养基。分别按照质粒 0. 8 g, 脂质体为 0. 8、
1. 6、2. 4 L的条件转染 U138细胞。转染步骤遵循
L ipo fectectam ine 2000的使用说明进行。于转染后
36 h在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达
情况。
1. 5 转染 pcDNA3. 1 /GFP /DR5后 U138细胞的
鉴定
1. 5. 1 GFP表达的检测 荧光显微镜下紫外光激
发观察 GFP表达。以转染 pcDNA3. 1空载体组为对
照组。





个转染 pcDNA3. 1 /GFP /DR5的 U138细胞、
未转染正常 U138细胞。采用 T rizoL试剂一步法提
取细胞总 RNA ,以磷酸甘油醛脱氢酶 ( GAPDH ) 为
内参照,行 RT-PCR技术检测。逆转录反应按试剂
盒 (美国 Inv itrogen公司产品 ) 说明书操作。上游
引物: 5 -GGTCGGGCAATTCTGAATT-3 ,下游引物:
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5 -GGGAATTACAAAGTGCACCAG-3 。上述引物全
部由上海生工公司合成。最后取 5 L PCR产物琼
脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果, 观察 PCR 产物的
大小。
1. 5. 3 流式细胞仪检测转染后 DR5蛋白表达 收
获转染后 U 138细胞计数,取 1 10
6
细胞,生理盐水
洗 2遍, 弃去上清,加入生理盐水 100 L重悬细胞。
加入 PE荧光标记抗体 1 L, 避光 4 孵育 30m in;
另有一管细胞不加抗体,作为阴性对照。
1. 5. 4 流式细胞仪检测 Ant-i DR5对胶质瘤细
胞 U138生长的影响: 将用 40. 0 g /mL Ant-iDR5
作用于转染前后的 U 138, 12 h后收集, 用 FACS洗
2遍,用 75%的冰冷乙醇 4 固定过夜; 1 000 r /m in
离心 10 m in, 弃上清, 柠檬酸缓冲液 ( pH 7. 4)处理
15 m in后 300 目尼龙网过滤, 1 000 r /m in离心
10 m in,加入 100 L PI染色液染色 30 m in, 上机检
测,应用专用的 DNA拟合软件处理数据后获得 DNA
含量周期分布及凋亡情况。
1. 6 统计学方法 结果以 x s表示, 计量资料的
组间显著性检验采用单因素方差分析。
2 结果
2. 1 DR5全长基因编码序列的重组 经重叠 PCR
将 9个长引物片段拼接成 DR5的胞内段基因序列。
第一步 PCR反应: F1 + R2, F3 + R4, F5+ R6, F7+
R8分别生成产物 A1, A2, A3, A 4, ; 第二步 PCR反
应: A1+ A2, A3+ A4分别生成产物 A5, A6; 第三步
PCR反应: A5+ A6生成产物 A7;第四步 PCR反应:
A7+ F9生成产物 A8, 即带有酶切位点的 DR5胞内
段序列;同时将 DR5胞外段和跨膜段序列、胞内段
同样的方法拼, 最后得到 DR5的全长基因编码序
列。图 1的 1~ 4泳道中分别可见 1 233、628、320、
166 bp的产物带, 均与理论值相符。
M ) DNA m arkers; 1 ) DR5( 1 233 bp ) ; 2 ) A7 ( 628 bp) ;
3) A5( 320 bp) ; 4) A1( 166 bp) .
图 1 PCR产物电泳图
F ig 1 Agarose ge l electropho res is( 1. 7% ) o f PCR products
2. 2 重组质粒的鉴定 重组子利用通用引物和
DR5特异引物进行 PCR鉴定,阳性的克隆提取质粒
经 N co 及 Xho 酶切后,琼脂糖凝胶电泳鉴定, 得
到 2条目的条带, 分别为 DR5条带 ( 1 226 bp)、
pcDNA3. 1 / DR5 /GFP条带 ( 5 482 bp) (图 2)。阳
性克隆送上海博亚公司测序, 测序结果表明获得一
正确序列的重组子。
1) p cDNA3. 1 /GFP /DR5; 2 ) pcDNA3. 1 /GFP /DR5, DR5 ( 1
226 bp) ;M ) DNA m arkers.
图 2 重组 pcDNA3. 1 /GFP /DR5质粒的双酶切鉴定
F ig 2 Identifica tion o f recomb ined pcDNA3. 1/GFP /DR5
by double enzym e digestion
2. 3 pcDNA3. 1 /GFP /DR5 真核表达质粒鉴
定 pcDNA 3. 1 /GFP /DR5重组质粒测序结果表明,
插入 序 列 包 含 Gen-Bank 检 索 到 的 人 DR5
(AF016849) 全长基因序列,无任何密码子突变、缺
失,序列插入方向正确。
2. 4 荧光显微镜观察质粒转染真核细胞的 GFP表
达 我们对 U138细胞进行了转染试验。当质
粒 ( g) /脂质体 ( L ) 比例为 1 1、1 2、1 3时, 36 h
细胞都有绿色荧光蛋白表达。其中以 1 3比例时转
染细胞效率最高, 1 2比例转染次之, 1 1比例转染
效率最低 (图 3)。
a) 1 3 ( p lasm id: LPS ) ; b) 1 2 ( p lasm id: LPS ) ; c) 1 1
( p lasm id: LPS) .
图 3 荧光显微镜下 pcDNA3. 1 /GFP /DR5转染的
U138细胞 ( 200)
F ig 3 U138 cell observed by fluorescence after
pcDNA3. 1 /GFP /DR5 transfection( 200)
2. 5 RT-PCR的方法检测 DR5mRNA的表达 通
过 RT-PCR检测 DR5 mRNA在转染前后 U138细胞
的表达情况。结果提示 DR5 mRNA在转染前后的
表达情况不同,其中转染 pcDNA3. 1 /GFP /DR5 72 h
后 DR5mRNA在 U138中表达明显提高, DR5mRNA
表达在 502 bp, 电泳结果与设计引物扩增片段相
符 (图 4)。
2. 6 流式细胞仪检测转染后 U138细胞 DR5蛋白
表达 以 pcDNA3. 1 /GFP /DR5利用脂质体介导法
转染 U138细胞 72 h后, 用 FCM检测 U138细胞上




免疫学杂志 第 25卷 第 5期 2009年 9月 论 著
1 ) tran sfectedU138; 2) U 138; M ) DNA m arker.
图 4 RT - PCR检测 DR5 mRNA的表达
F ig 4 mRNA expression of DR5m easured by RT- PCR.
表 2 胶质瘤细胞 U138上 DR5的表达
Tab 2 The expression o f DR5 on g liom a ce lls U138
C ell L ine
DR5 expression /%
Be fo re transfection A fter transfection
U138 22. 0 89. 9
2. 7 流式细胞仪检测转染后 Ant-i DR5对胶质瘤
细胞 U138生长的影响 如表 3显示, 与对照组相
比,采用 40. 0 g /mL的 Ant-i DR5处理 U138细胞
12 h后,细胞出现显著的凋亡峰。U 138细胞凋亡指
数从 ( 4. 2 5. 3)%上升到 ( 76. 2 2. 1)%, G0 /G1
期细胞比例增加,而 G 2 /M期细胞比例则明显减少
(P < 0. 05,表 3) ,说明 Ant-iDR5能使 U 138细胞停
留在 G1期,推迟进入 S期, 抑制细胞生长并诱导细
胞发生凋亡。
表 3 Ant-iDR5对 U138细胞周期、凋亡的影响
Tab 3 E ffects of Ant-i DR5 on cell cy cle and apoptosis of














1 24. 6 5. 3 33. 5 2. 9 13. 6 1. 5
S 9. 9 4. 8 8. 3 3. 6 6. 8 2. 3




, 抗 DR5 mAb不需要交联
即可能不同程度地诱导 3株胶质瘤细胞 U343、
U138、U373凋亡。其中, U343细胞对抗 DR5 mAb
诱导的凋亡较敏感, 其次是 U138细胞;而 U373细
胞则对该抗体的处理表现为耐受。 3株神经胶质瘤
细胞株上 DR5的表达量从高到低, 依次是 TRA IL敏
感株 U343、部分敏感株 U138和耐受株 U 373。实验
结果提示,抗 DR5 mAb诱导细胞凋亡的作用与细胞
表面 DR5的表达水平有一定的关系。
文献 [ 11 ] 证 实 U 343 细胞 高表 达 DR5
( 86. 5% ), FMU1. 5 (第四军医大学制备的抗 DR5
mAb) 40 g /mL 可诱导 77. 33% U343细胞凋亡。
U138细胞低表达 DR5( 22. 0% ), FMU1. 5 40 g /mL
可诱导 20. 75% U138细胞凋亡。U 373细胞低表达
DR5( 2. 61% ), 40 g /mL FMU1. 5可诱导 8. 9%
U373细胞凋亡, 这说明 FMU 1. 5、TRA IL 的凋亡诱
导作用与细胞表面 DR5的表达相关。
亚毒性剂量的 doxo和 5-Fu可使对 mAb FMU
1. 5不敏感的 U138细胞转变为敏感株, 其机制可能
是由于提高细胞表面 DR5的表达来实现的, 从而提





报导 ABT-737与 TRA IL联合应用可
以大大诱导肾、前列腺、肺癌等多种肿瘤细胞死亡,
ABT-737提高 TRA IL作用的敏感性与 TRA IL 受体,
DR5的表达上调相关, 特殊 D ISC复合物水平提高,
而 c-FLIP, FADD, 和 caspase-8的表达没有改变。
以上研究提示, DR5是诱导肿瘤细胞凋亡的重
要靶点,通过提高 DR5的表达可以改变肿瘤细胞对
凋亡诱导剂的敏感性。所以,我们构建 pcDNA3. 1 /
GFP/DR5重组体,并转染 U138细胞,经过 RT-PCR、
FCM分析发现转染后 U 138细胞 DR5的 mRNA、蛋
白水平的表达都有明显提高, 可以说明瞬时转染
pcDNA3. 1 /GFP /DR5成功。通过 FCM 分析 Ant-i
DR5对 U138生长的影响发现, 应用 40. 0 g /mL的
Ant-iDR5处理 U138细胞 12h后, 细胞出现显著的
凋亡峰。U138细胞凋亡指数从 ( 4. 2 5. 3)% 上升
到 ( 76. 2 2. 1)%, 与 Ant-iDR5诱导 U 343细胞凋
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